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Resumen

Las células estromales son las células mas abundantes presentes en la decidua y juegan un papel
muy importante durante la implantacion, la nutricion fetal y el mantenimiento del embarazo. Los
procedimientos que se han descrito para el aislamiento de células estromales requieren el uso de muchos
anticuerpos monoclonales ya que hay contaminacion con otros tipos celulares en la decidua y ademads
algunos marcadores caracteristicas de células estromales, muestran variabilidad en los diferentes dias
de la gestacion. En este estudio se estandarizo un procedimiento de aislamiento por digestion enzimadtica,
gradiente de densidad y adherencia al plastico y se caracterizaron las células estromales murinas por
exclusion de marcadores que se expresan en macrofagos (F4-80), células epiteliales y trofoblasto
(citoqueratina-7), obteniéndose un 98% de células negativas para estos marcadores que corresponderia a
las células estromales. Esta técnica de aislamiento permite obtener células estromales con métodos menos
costosos y altamente eficientes que facilita el acceso a un modelo celular de gran utilidad en el estudio de
la fisiologia de la gestacion en diferentes especies.

Palabras clave: células BeWo, células estromales, células HeLa, decidua murina, macrdfagos deciduales.
Summary

Stromal cells are the most abundant cell population present in decidual tissue; they are involved in
key processes during embryo implantation, fetal nutrition and the pregnancy maintenance. Described
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procedures for stromal cells isolation require the use of many monoclonal antibodies due to contamination
with another cell types in the decidua; besides, some markers of stromal cells show variability during the
days of gestation. In this study, we standardized a procedure for isolation by enzymatic digestion, density
gradient and adherence to plastic. Murine stromal cells were characterized by exclusion of markers that
are expressed in macrophages (F4-80), epithelial cells and trophoblast (cytokeratin-7), yielding a 98% of
negative cells for these markers that correspond to stromal cells. This isolation procedure permits to obtain
stromal cells with less expensive and high efficiency methods that provide a useful cellular model to study
the physiology of gestation in different species.

Key words: BeWo cells, decidual macrophages, HeLa cells, murine decidua, stromal cells.
Resumo

As células estromales sdo as células mais abundantes presentes na decidua e tem um papel muito
importante durante a implementacdo, a nutricdo fetal e a manutencio da gravidez. Os procedimentos
descritos para o isolamento das células estromales necessitam o uso de muitos anticorpos monoclonais ja
que hd contaminagdo com outros tipos celulares na decidua e demais alguns marcadores caracteristicos
das células estromales que tem variabilidade nos diferentes dias de gestacdo. No presente trabalho foi
estandardizado um procedimento de isolamento por digestido enzimdtica, gradiente de densidade e
aderéncia ao pldstico e foram caracterizados as células estromales murinas por exclusio de marcadores
que expressdo em macrofagos (F4-80), células epiteliais e trofoblasto (citoqueratina-7), obtendo-se um
98% de células negativas para estes marcadores que corresponderia as células estromales. Esta técnica
de isolamento permite obter células estromales com métodos menos custosos e altamente eficientes que
Jfacilita o aceso a um modelo celular de grande utilidade no estudo da fisiologia da gestacdo em diferentes
espécies.

Palavras chave: células BeWo, células estromales, células HeLa, decidua murina, macréfagos deciduales.
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Introduccion

Durante la fase Iutea del ciclo menstrual,
la progesterona y los estrogenos inducen la
decidualizacion, que comprende la diferenciacion
bioquimica y morfologica del estroma endometrial
que lleva a la formacion de las células estromales
decidualizadas, a la proliferacion del epitelio
uterino, de las glandulas y del tejido conectivo
estromal y, ademds, a la proliferacion de una
abundante cantidad de células provenientes de
médula 6sea. Esta decidualizacion es un proceso
necesario para que se lleve a cabo la implantacion
del embridn y una adecuada evolucion del embarazo
(King, 2000).

Las células estromales, son las células mas
abundantes presentes en la decidua humana y
murina; juegan un papel muy importante en la
implantacion, en la nutricion del feto y en el
mantenimiento del embarazo debido a que:

1. Cumplen funciones endocrinas por la produccion
de hormonas como la prolactina (Oliver et al.,
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1999); ademdas poseen receptores de hormonas
esteroideas que al interactuar con su ligando,
promueven el desarrollo, el crecimiento y la
diferenciacion del epitelio (Fazleabas y Strakova,
2002).

. Participan en la implantacién embrionaria porque

expresan integrinas requeridas para la adherencia
del blastocisto (Hwang et al., 2002); producen
ciclooxigenasa-2 y prostaglandinas que favorecen
la implantacion (Bany y Kennedy, 1999), y
metaloproteinasas que facilitan el proceso de
invasion trofoblastica (Chou et al., 2003).

. Secretan diversas citoquinas y quimioquinas

como IL-1f (interleuquina -1p), IL-6, IL-8, IL-
10, IL-11, IL-15, MIP-1a. (factor inflamatorio
de macrofagos-1), LIF (factor inhibidor de la
leucemia) y PAF (factor activador plaquetario)
que participan activamente en la implantacion y el
embarazo temprano, con la atraccion y activacion
de células en la interfase materno fetal (Dunn et
al., 2002; Nasu et al., 1998; Nasu et al., 2001;
Nasu et al., 2003; Vigano et al., 2002).
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4. Producen factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento de queratinocitos necesario
durante el ciclo menstrual y el embarazo temprano
(Nasu et al., 2002) y el factor de crecimiento de
monocitos y granulocitos (Nasu et al., 1999).
Las células estromales ademas producen el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
que regenera el tejido endometrial, aumenta la
permeabilidad vascular y la angiogénesis durante
la menstruacion, la implantacion del embrion y la
placentacion (Kawano et al., 2002).

Si bien las células estromales son el principal
componente de la decidua y el ttero, no son las Ginicas
c¢lulas presentes; otros elementos celulares como
las células epiteliales, los leucocitos y las células
trofoblasticas se encuentran como contaminantes en
el aislamiento de células estromales y los marcadores
que se han utilizado en su caracterizacion muestran
variabilidad en la expresion.

Por tal razon, en el presente estudio se
estandarizo un método para aislar células estromales
de decidua y utero murinos. Las células se
caracterizaron por exclusion de otros marcadores
presentes en las células remanentes después de los
procedimientos de digestion enzimadtica, gradiente
de densidad y adherencia al plastico.

Materiales y métodos

Aval de comité de ética

La realizacion de este trabajo fue aprobado por el
Comité de Etica de Animales de Experimentacién de
la Universidad de Antioquia en el marco del proyecto
“Mecanismos de modulacion de la actividad de
células NK en un modelo murino” (comunicacién
CPT-8840-01-331 de septiembre 20 del 2001).

Tipo de estudio
Es un estudio descriptivo para aislar y caracteri-
zar las células estromales de decidua murina.

Animales

Se utilizaron ratonas de 8 a 12 semanas de
edad de la cepa CD1/swiss obtenidas del Bioterio
SPF (Specific Pathogen Free) del Grupo Gripe

de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia, y mantenidas en condiciones de un
bioterio convencional. El ciclo estral de un grupo
de 5-7 ratonas fue sincronizado por superovulacion
inducida mediante la inyeccidon intraperitoneal de
5 Ul de eCG (gonadotropina coridnica equina,
Folligon®) y 47 horas después, de 5 Ul de hCG
(gonadotropina corionica humana, Chorulon®). Se
realiz6 un cruce semialogénico a razéon de 1 hembra
por un macho F1 (C57BL/6 x CD1 swiss) los cuales
se aparearon durante toda la noche; en la mafiana
siguiente el tapon vaginal fue evaluado y si estaba
presente, se designo como el dia 0.5 de la gestacion.

Obtencion de las células estromales de decidua

Las ratonas en los dias 6 a 11 de la gestacion
fueron sacrificadas en camara de CO, y los
cuernos uterinos removidos bajo condiciones
estériles y lavados con PBS precalentado a 37 °C.
Posteriormente el utero se abrid por la cara
antimesometrial, las unidades fetoplacentarias
fueron disecadas y las deciduas obtenidas de cada
ratona preflada separadas con tijeras de iridectomia
y mantenidas en 5 ml de medio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co, St Louis, MI, U.S.) sin
suplementar. Las deciduas fueron fragmentadas
en pequefios trozos con una cuchilla y sometidas
a digestion enzimatica con una soluciéon de 1.2
mg/ml de dispasa (Sigma Chemical Co, St Louis,
MI, U.S.) a 37 °C/30min/5%CO, con agitaciones
periddicas para eliminar las células epiteliales.
La suspension fue filtrada en un cedazo estéril y
los fragmentos de tejido pasados a un tubo con
medio RPMI-1640 y centrifugados a 460 g/10 min;
posteriormente para disgregar los fragmentos, éstos
fueron resuspendidos en una solucion de colagenasa
tipo IV (Sigma Chemical Co, St Louis, MI, U.S.)
precalentada a 37 °C a una concentracion de 1mg/
ml por cada decidua. La suspension del tejido fue
incubada a 37 °C/60min/5%CO, con agitacion
ocasional, filtrada en un cedazo estéril, centrifugada
a 460 g/10 min/4 °C y la suspension de células
lavada tres veces con RPMI-1640.

Para eliminar las células multinucleadas se
hizo un gradiente de densidad en una dilucién 1:1
de la suspension de células y de ficoll-hypaque
(Sigma Chemical Co, St Louis, MI, U.S.), luego
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se centrifugd a 460 g/15min/20 °C. Las células de
la interfase fueron recuperadas, lavadas tres veces
con RPMI a 460 g/10min/4 °C y resuspendidas
en RPMI-1640 suplementado con 2 mM de
L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 1.5 ug/ml de
anfotericina B y 10% de suero bovino fetal (SBF)
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad U.S.). Las células
fueron contadas en una camara de Neubauer y la
viabilidad evaluada por exclusion del colorante vital
azul tripano; se sembraron en frascos de cultivo a
37 °C/90 min 5%CO, para permitir la adherencia
de los macrofagos y el sobrenadante fue pasado a
otro frasco de cultivo para permitir la adherencia de
las células estromales. A las 24 horas el medio se
reemplazd por medio RPMI-1640 suplementado y
las células permanecieron en cultivo por 3 dias.

Como control, se realizo el aislamiento de las
células estromales sin utilizar la dispasa, para com-
parar el porcentaje de pureza en el aislamiento de
las células estromales en ausencia de esta enzima.

Obtencion de las células estromales de utero

Estas se obtuvieron de los uteros de las mismas
hembras de las que se separaron las deciduas;
los uteros fueron lavados y cortados en pequefios
fragmentos con bisturi y las células fueron aisladas
con el mismo procedimiento descrito para Ilas
células deciduales.

Obtencion de macrofagos de bazo

Los bazos de las ratonas gestantes fueron
removidos y colocados en 5 ml de RPMI sin
suplementar, se les realizo perfusion con una jeringa
de tuberculina, se hizo un gradiente de densidad a una
dilucion 1:1 de la suspension de células y del ficoll-
hypaque y se centrifugé a 400 g/30min/20°C. La capa
de células de la interfase fue recuperada y lavada una
vez con RPMI-1640 a 350 g/10min/4°C y dos veces a
460 g/10min/4 °C. La viabilidad celular por exclusion
del azul tripano fue verificada y las células sembradas
en una caja de 8 pozos con laminillas de vidrio a una
concentracion de 5 x 10° células; se dejaron toda la
noche en incubacion y los pozos fueron lavados con
PBS precalentado a 37 °C después de lo cual fue
adicionado el RPMI-1640 suplementado con 2 mM
de L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 1.5 ug/ml de
anfotericina B y 10% de SBF.
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Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares
provenientes de la ATCC (Global Bioresource
Center, Manassas, VA, U.S.): a) células epiteliales
de céncer de cérvix humano (HeLa) que fueron
cultivadas en medio MEM suplementado con 2 mM
de L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 1.5 ug/
ml de anfotericina B y 10% SBF; b) células de
coriocarcinoma humano (BeWo) que fueron
cultivadas en el mismo medio MEM pero con 20%
de SBF.

Caracterizacion de las células estromales

Las células estromales adherentes a los frascos
de cultivo fueron disgregadas con tripsina,
sembradas sobre una laminilla de vidrio en platos de
seis pozos a una concentracion de 150.000 cel/pozo
¢ incubadas durante 24 horas/37 °C/5%CO,

La pureza de las células estromales se determind
evaluando la morfologia celular en un microscopio
invertido y se diferenciaron de los otros tipos
celulares presentes en la decidua mediante una
marcacion negativa del F4-80 y la citoqueratina-7.
Se utilizo el anticuerpo anti-F4/80 que es especifico
de macrofagos y el anticuerpo anti-citoqueratina
7 que identifica trofoblasto y células epiteliales.
Adicionalmente, el anticuerpo anti-vimentina
fue usado para determinar si las células aisladas
expresaban la vimentina el cual es un marcador
reconocido de células estromales.

Deteccion del marcador F4/80. Se realizd por
inmunofluorescencia directa con el anticuerpo de
rata anti-raton F4/80 (macrophages, Ly-71, Caltag,
Laboratories, Burlingame, CA, U.S.) conjugado
con isotiocianato de fluoresceina y como isotipo
se us6 una IgG2b de rata (Caltag Laboratories
Burlingame, CA, U.S.). Las células en la laminilla
fueron fijadas con paraformaldehido al 4%
precalentado a 37 °C e incubadas durante 20min/
T°amb, se lavaron 5 veces con PBS a 37 °C, luego
se bloqued con PBS mas 5% de suero murino
durante 60 minutos/37 °C. A una de las laminillas
se agrego el anticuerpo anti-F4/80 a una dilucion de
1:40 y en la otra el isotipo a una dilucion 1:240 y se
incubo 90 min/37 °C en la oscuridad. Para teiiir los
nucleos, fue adicionado el yoduro de propidio frio
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a una concentracion de 5 ug/ml por 45 min/T°amb,
protegido de la luz. Las placas fueron lavadas cinco
veces con PBS y se realizdo un montaje entre lamina
y laminilla con glicerina para ser observada al
microscopio de fluorescencia a una longitud de onda
de 480 nm con un aumento de 40x. Como control
positivo se utilizaron macroéfagos murinos de bazo y
como control negativo células epiteliales de la linea
celular HeLa.

Determinacion de la expresion de
citoqueratina-7. Se realizo por inmunofluorescencia
indirecta para lo cual las laminillas fueron fijadas
en metanol a 4 °C/20 min, lavadas cinco veces
y bloqueadas con PBS/SBF al 10% durante 90
minutos; posteriormente se adiciond el primer
anticuerpo IgGl de raton contra citoqueratina-7
de diversas especies a una dilucion de 1:100 y
se incubd a 37 °C/90 min. Después de 5 lavados
con PBS, fue agregado el segundo anticuerpo de
conejo contra IgG de raton marcado con FITC
a una dilucion de 1:200 e incubado a 37 °C/90
min. Posterior a los cinco lavados, se realizd el
mismo procedimiento descrito para el F4/80.
Como control positivo de células epiteliales fueron
usadas las células Hel.a, y como control positivo de
trofoblasto, las células BeWo.

Determinacion de la expresion de vimentina.
Las laminillas fueron fijadas en metanol a 4 °C/20
min, lavadas cinco veces y bloqueadas con PBS/
SBF al 10% durante 30 minutos; posteriormente
se adiciond el primer anticuerpo IgG1 de raton,

anti-vimentina (Dako, Denmark) a una dilucion
de 1:100 y se incubo a 37 °C/60 min. Después
de 5 lavados con PBS, el segundo anticuerpo de
conejo contra IgG de raton marcado con FITC a
una dilucion de 1:200 fue agregado e incubado
a 37 °C/60 min. Las células fueron lavadas
cinco veces y se realizé el mismo procedimiento
descrito para el F4/80.

Analisis estadistico

Es un estudio descriptivo donde se documenta
en fotografias los resultados de la caracterizacion de
las células y se informa el porcentaje de pureza y de
expresion de los diferentes anticuerpos utilizados.
No se realizé ningun analisis estadistico.

Resultados

Las células estromales aisladas de utero y
decidua observadas en un microscopio invertido
mostraron una morfologia fibroblastica (Figura
1). El 98% de las células estromales uterinas y
deciduales fueron negativas para el F4-80, y so6lo
un 2% eran macréfagos deciduales que expresaban
el F4/80. Por su parte, el 100% de los macrofagos
murinos derivados de bazo, utilizados como

control positivo, expresaron el marcador F4/80
y no se observd expresion de éste en las células
epiteliales HeLa, utilizadas como control negativo.
Las células estromales uterinas y deciduales
fueron positivas en un 98% para la expresion de
vimentina, (Figura 2).

Figura 1. Cultivo de células estromales murinas: a) provenientes de decidua, b) de utero. (Fotografia en 10X).
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Figura 2. Determinacién de la expresion del F4/80 y vimentina. a y b: macréfagos de bazo; c: células epiteliales HelLa; d y e: células estromales uterinas; a,
cy d: con el anticuerpo F4/80; by e: control de isotipo, f: células estromales con anti-vimentina (Fotografia en 40X). En color rojo se observan los nucleos
tefiidos con yoduro de propidio y en color verde, las células expresando los marcadores de F4/80 o vimentina.
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Figura 3. Determinacion de la expresion de citoqueratina-7. a y b: células Hela; c y d: células BeWo; e y f: células estromales uterinas; a, c y e: con el
anticuerpo anti-citoqueratina 7; b, d y f: control de isotipo. (Fotografia en 40X). En color rojo se observan los nucleos tefiidos con yoduro de propidio y en
color verde, las células expresando los marcadores de citoqueratina-7.
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Las células estromales uterinas y deciduales
fueron negativas en un 98% para la expresion de
citoqueratina-7, es decir, un 2% de las células eran
células trofoblasticas o células epiteliales; ademas
el 100% de las células trofoblasticas BeWo y las
células epiteliales Hela, utilizadas como control
positivo, expresaron la citoqueratina-7, (Figura 3).

Adicionalmente, cuando se aislaron las células
estromales en ausencia de dispasa se observo que el
porcentaje de pureza fue del 90%, lo cual corrobora
que con esta enzima se logra una mayor pureza
(98%) en el aislamiento de las células estromales.

Discusion

La caracterizacion de las células estromales
de decidua y utero por la expresion de antigenos
en la membrana es compleja y se requieren de
muchos marcadores que permitan excluir Ilas
células que puedan ser fuente de contaminacion en
el aislamiento de las células estromales ya que hay
variacion a través del embarazo en los marcadores
utilizados convencionalmente para identificarlas.
Por esta razén, es indispensable mejorar y
establecer nuevos procedimientos de aislamiento y
caracterizacion de las células estromales como una
alternativa mas econdmica y segura que garantice la
pureza de las mismas.

Tradicionalmente las células estromales han sido
identificadas por las caracteristicas morfoldgicas, sin
embargo actualmente es conocido que los macréfagos
tienen una morfologia fibroblastica similar y que las
células estromales presentan cambios morfologicos
en los diferentes estadios del embarazo lo cual
dificulta su identificacion. Para caracterizar las células
estromales en roedores y humanos, se han utilizado
marcardores como la desmina que se encuentra en
células estromales decidualizadas, y la vimentina que
se expresa tanto en células estromales decidualizadas
como no decidualizadas, pero su nivel de expresion
varia en el transcurso de la gestacion; adicionalmente
se ha usado la deteccion de la prolactina como un
marcador de decidualizacion (Oliver et al., 1999).
Otros marcadores antigénicos utilizados que estan
expresados en células estromales, también lo estan en
otras subpoblaciones celulares presentes en la decidua
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y no todas las células estromales los expresan, ademas
hay wvariaciéon segun el estadio de diferenciacion.
Entre estos antigenos se pueden mencionar el CD10
que ademas estd presente en granulocitos, y el CD21,
el CD23 y el CD80 que también lo expresan las
células dendriticas (Oliver et al., 1999).

En el presente trabajo se us6 la combinacion
de diferentes técnicas descritas en la literatura
para lograr un adecuado aislamiento de las células
estromales. Siguiendo la metodologia descrita fue
obtenido un alto porcentaje de células estromales y
s6lo un 2% de contaminacion con otros elementos
celulares. Varios autores so6lo utilizan colagenasa
en la digestion enzimatica para disgregar el tejido
pero no estan excluyendo otras poblaciones como
las células epiteliales. (Arnold et al., 2001; Yoshino
et al., 2003). Para sobrepasar esta dificultad, en
nuestro procedimiento la dispasa fue utilizada
adicionalmente para liberar las células epiteliales
(Bowen et al., 1996, Corver et al., 2005; Geggel y
Gipson, 1985) lo cual permitié disminuir el grado
de contaminacion de las células estromales con
células epiteliales.

Otras posibles fuentes de contaminacion
que se pueden presentar en el cultivo de células
estromales son las células multinucleadas, como
los neutréfilos y las subpoblaciones trofoblasticas;
estas células lograron ser eliminadas usando un
gradiente de densidad con ficoll hypaque, el cual
ha sido utilizado por algunos autores en células de
decidua humana (Arnold et al., 2001; Oliver et al.,
1999). Los macréfagos y las células no adherentes
como linfocitos T, células dendriticas y células NK
se eliminaron en la fase final del aislamiento: las
primeras por adherencia al plato de cultivo durante
90 minutos y las segundas fueron descartadas del
sobrenadante 24 horas después de la adherencia de
las células estromales. Algunos autores utilizan la
adherencia al plato por 60 minutos para eliminar
los macrofagos humanos en una primera etapa; en
nuestro protocolo se dejaron adherir por 90 minutos
encontrando un mayor grado de pureza comparada
con la adherencia de 60 minutos descrita en la
literatura (Arnold et al., 2001; Oliver et al., 1999).

Para corroborar la calidad de nuestro cultivo
de células estromales y la eficacia del proceso
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de aislamiento, se hizo una exclusion de los
marcadores  celulares  especificos para  los
mayores contaminantes observados durante el
aislamiento de las células estromales como son los
macrofagos, las células epiteliales y el trofoblasto
y se utilizd anticuerpo anti-F4/80 y anticuerpo
anticitoqueratina-7 observandose que un 98% de
las células fueron negativas para estos marcadores;
también se determind la expresion de la vimentina
en los cultivos de células estromales encontrando
igualmente un porcentaje de pureza del 98%.

Un adecuado aislamiento y caracterizacion
de las células estromales es de gran importancia,
porque pueden ser utilizadas como fuente de
factores de crecimiento, de citoquinas y de
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